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PREDGOVOR

Ove smijernice predstavljaju naputke Hrvatskog drustva za kliniCku mikrobiologiju
(HDKM) o nacinu prikupljanja, pohranjivanja, transporta i laboratorijske obrade
uzoraka bitnih za potrebe dijagnostike infekcija diSnih putova. Kako je gornji disSni
sustav gusto naseljen fizioloSkom mikrobiotom, veéina uzoraka je kontaminirana
bakterijama koje ometaju pravilnu obradu i smislenu interpretaciju bakterioloSkih
pretraga. BakterioloSka obrada vecine uzoraka uvelike ovisi o kvaliteti uzorka,
odnosno, o upucenosti zdravstvenih djelatnika razliCitih profila koji zapocinju
pretragu uzimajuc¢i uzorak. Slijed obrade uzorka u laboratoriju Cesto ovisi o
poznavanju pacijenta i Klinicke slike te je podlozan individualnom pristupu
mikrobiologa koji vodi pretragu. Kako bismo, pri svakodnevnom donosSenju odluka,
postigli Sto viSi stupanj standardizacije medu hrvatskim laboratorijima pristupili smo
pisanju hrvatskih smjernica koje se oslanjaju na medicinske podatke zasnovane na
dokazima, tamo gdje su isti dostupni te nacelima dobre laboratorijske prakse
opisanima u medunarodnim udZbenicima i postupnicima. Kako se razliciti
medunarodni postupnici ponekad razlikuju u detaljima prikupljanja, pohranjivanja,
transporta i laboratorijske obrade uzoraka, pri pisanju ovih smjernica razmotrili smo i
specifi€nosti organizacije hrvatskog zdravstvenog sustava i mikrobioloSke sluzbe te
u pojedinim slu€¢ajevima nudimo nekoliko prihvatljivih opcija, uz preporuku najboljeg
pristupa za hrvatske uvjete. Ove smjernice se, takoder, osvréu na neke postupke koji
su se uvrijezili u nasoj praksi, bez dokaza o klini¢koj opravdanosti takvih postupaka.
To se prvenstveno odnosi na uzimanje briseva nazofarinksa kao dijagnosti¢kog
postupka u dokazivanju bakterioloSke etiologije infekcija gornjih diSnih putova. lako
zasnovana na Cinjenici da se bakterijski uzro€nici upale uha i sinusa Sire sa sluznice
nazofarinksa, pretpostavka da ¢e bris nazofarinksa s visokom specificnoS¢u otkriti
uzro¢nika ovih infekcija pokazala se nedovoljno pouzdanom, a u svjetlu poticanja
nepotrebne primjene antibiotika i Stethom. Nadamo se kako ¢e postojanje hrvatskih
smjernica o bakterioloskoj dijagnostici infekcija diSnih putova doprinijeti Sirenju dobre
kliniCke i laboratorijske prakse u Hrvatskoj.

Prof.dr.sc. Arjana Tambi¢ AndraSevic
Predsjednica HDKM-a



|IZRADA SMJERNICA

Upravni odbor HDKM-a je imenovao radnu grupu za izradu smjernica koje se
odnose na bakteriolodku dijagnostiku infekcija disnih putova. Clanovi radne grupe
su, na strucnom sastanku DrusStva kroz niz predavanja iznijeli osnovna nacela dobre
laboratorijske prakse vezane uz bakterioloSku obradu uzoraka diSnog sustava te na
nacelu medicine zasnovane na dokazima, sastavili prijedlog hrvatskih smjernica.
Prijedlog smjernica je bio otvoren za komentare o kojima se raspraviljalo na
sljede¢em sastanku DruStva. Upravni odbor DruStva je usvojio preradeni prijedlog
kao sluzbene smijernice DruStva. Revizija smjernica predvida se za pet godina ili
ranije, ako se za tim ukaze potreba. Smjernice su namijenjene svim laboratorijskim
djelatnicima koji se bave bakterioloSkom obradom uzoraka diSnog sustava te u
odredenim podpoglavljima i svim zdravstvenim djelatnicima koji sudjeluju u
indiciranju pretraga te prikupljanju, pohrani i transportu uzoraka.

Smjernice su dostupne u tiskanom obliku te na www.hdkm.hr

Clanovi radne grupe za izradu smjernica:

Prof.dr.sc. Maja Abram, dr.med., Klini¢ki bolni¢ki centar Rijeka, Medicinski fakultet
Rijeka, Rijeka

Doc.dr.sc. Marina Bubonja Sonje, dr.med., Klini¢ki bolni¢ki centar Rijeka, Medicinski
fakultet Rijeka, Rijeka

Irina Pristas, dr.med., Klinika za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢“, Zagreb
Prof.dr.sc. Arjana Tambi¢ AndrasSevi¢, dr.med., Klinika za infektivhe bolesti ,Dr. Fran
Mihaljevic®, Zagreb

Prof.dr.sc. Brigita Ti¢ac, dr.med., Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-
goranske Zupanije, Medicinski fakultet Rijeka, Rijeka

Prof.dr.sc. Darinka Vuckovi¢, dr.med. Medicinski fakultet Rijeka, Rijeka

Zahvala

HDKM se, u prvom redu, zahvaljuje svim ¢lanovima radne grupe koji su sudjelovali u
izradi ovih smjernica te njihovim kolektivima koji su poduprijeli njihov angazman na
sastavljanu smjernica. Takoder se zahvaljujemo svima koji su svojim komentarima i
diskusijama doprinijeli razvoju smjernica, a posebno ¢lanovima HDKM koji su uputili
pisane komentare: Silvani Balzar, Ireni Franoli¢, Maji Farkas, Ivani Goi¢ BariSi¢,
Zoranu Herljevicu, Sandi Sardeli¢, Mariji Tonki¢ i Vinku Zoranicu.



1. GORNJI DISNI SUSTAV

1.1.UVOD

Uzorci iz gornjeg diSnog sustava (bris zdrijela, bris nosa, bris nazofarinksa, ispirci
nazofarinksa, bris oka, bris uha, bris usne Supljine) ¢esto su kontaminirani
fizioloSkom mikrobiotom gornjeg diSnog sustava. Respiratorni patogeni prisutni u
Zdrijelu ili nosu tijekom bolesti mogu biti prisutni i kao kliconoStvo kod zdravih ljudi.

Iz navedenih razloga, ovi neinvazivni uzorci u najve¢em broju sluCajeva ne pruzaju
dovoljno specificne informacije o ulozi bakterija kao Sto su Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis u infekcijama donjeg
diSnog sustava, upalama srednjeg uha ili sinusitisa te se ne bi trebali uzimati rutinski.
Lije¢nike, koji uzimaju i Salju uzorke u laboratorij, potrebno je informirati i uputiti na
¢injenicu da su, u svrhu postavljanja dijagnoze upale srednjeg uha ili sinusitisa,
potrebni invazivniji uzorci (punktat sinusa, tekucina dobivena timpanocentezom)
(1,8,10,11,15).

Neinvazivi uzorci su od koristi u svrhu:

- dijagnostike specificnih patogena - beta hemolitickog streptokoka grupe A
(BHS-A), Bordetella pertussis, Corynebacterium diphtheriae i respiratornih
virusa koji, kod simptomatskih pacijenata, uzrokuju bolest s velikom
vjerojatnoSc¢u

- detekcije kliconostva nekih uzroCnika (npr. stafilokoka kod kirurskih
pacijenata) (1,11)



Tablica 1. Adekvatni uzorci za dijagnostiku bakterijskih i gljivi¢nih infekcija gornjeg

diSnog sustava (1)

Bris usne Supljine,
jezika

Candida albicans

Oralna kandidijaza

BHS-A, Staphylococcus aureus

Ulkus usne Supljine, parotitis

Staphylococcus aureus*

Bris nosa S aureus (MRSA)* Kliconostvo
Klebsiella ozaenae* Ozena
Klebsiella rhinoscleromatis* Rinoskleroma
BHS-A Streptokokni faringitis
Corynebacterium diphtheriae* Difterija
Neisseria gonorrhoeae* Gonokokni faringitis
Bris zdrijela Neisseria meningitidis* Meningokokno klicono3tvo

Borrelia vincentii (spirohete)*
+

anaerobi (fuziformni Stapici)*

Vincentova angina

Bris nazofarinksa

Bordetella pertussis*

Pertusis (hripavac)

BHS-A

Streptokokni faringitis

Neisseria meningitidis*

Meningokokno klicono&tvo

Corynebacterium diphtheriae*

Difterija

Bris uha (zvukovoda)

Pseudomonas aeruginosa

S. aureus

BHS-A

Rjedi uzroc¢nik: Vibrio alginolyticus

Otitis externa
(upala zvukovoda)

Aspergillus spp. i C. albicans

Kroniéni otitits externa

Teku ¢éina dobivena
timpanocentezom,
teku éina nakon
perforacije bubnji ¢éa
uzeta brisom

S. pneumoniae

H. influenzae

M. catarrhalis

Rjedi uzroénici: S. aureus,

BHS-A, enterobakterije, Alloiococcus
otitidis, €ista kultura bilo kojeg
mikroorganizma**

Akutni otitis media
(akutna upala srednjeg uha)

Pseudomonadaceae,
S. aureus/MRSA, anaerobi, &ista kultura
bilo kojeg mikroorganizma**

Kroni¢ni otitis media
(kroni¢na upala srednjeg uha)

Punktat sinusa

S. pneumoniae, H. influenzae, M.
catarrhalis, S. aureus, viridans
streptokoki, BHS-A

anaerobi,

Cista kultura bilo kojeg
mikroorganizma**

Sinusitis

Bris oka
(konjunktiva)

Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
S. aureus

N. gonorrhoeae*

Moraxella spp.

BHS-A

Chlamydia trachomatis***

Konjunktivitis

Hemokultura

Fusobacterium necrophorum

Lemierrova bolest

* Indikacija za pretragu u dogovoru s klini¢arem ili uz posebnu naznaku na uputnici
i Klini€ku zna€ajnost potrebno je prokomentirati s klini¢arem;
ok Molekularna dijagnostika / detekcija antigena / izolacija na kulturi stanica




1.2. BRIS USNE SUPLJINE

1.2.1. Uvod

Kandidijaza je najCeS¢i tip infekcije usne Supljine. Naj¢eS¢i uzro€nik je Candida
albicans. Povremeno u obzir mogu do¢i i Candida krusei te Candida glabrata koje
c¢eSce koloniziraju nego Sto uzrokuju infekciju usne Supljine. Njihov znacaj je u
porastu kod imunokompromitiranih bolesnika.

Sijaladenitis , to jest, infekcije Zlijezda slinovnica (parotide, submandibularne,
sublingualne Zlijezde) uklju€uju supurativne, kroni¢ne bakterijske i virusne upale.

» Parotitis — naj¢es¢i bakterijski uzro€nici su stafilokoki, enterobakterije i ostali
gram-negativni Stapici, viridans streptokoki i anaerobi. Kroni¢ni bakterijski
parotitis uzrokuju stafilokoki, mijeSana aerobna i anaerobna mikrobiota usne
Supljine. Naj¢es¢i uzro€nici parotitisa su, ipak, zausnjaci, influenza i
enterovirusi.

Rjedi uzroci oralnih ulceracija su sifilis i infekcije uzrokovane herpes simplex virusom
i Mycobacterium spp.

1.2.2. Prikupljanje, transport i pohrana uzorka
» Asepti¢no uzeti bris s promijenjenog mjesta
» Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije mogucée
* Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transportnom mediju (Stuart, Amies) na ST do 24 h od uzimanja
uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4<C, do 24 h od uzimanja uzorka



1.2.3. Kultivacija

Tablica 2. Kultivacija uzoraka iz usne Supljine

oralna" Sabouraud 35-37 aerobna 40-48 h pakon 24h C. albicans
kandidijaza agar i48 h
K krvni agar kon 24 h
ulkus usne i 100 i nakon BHS-A
Supliine Sabouraud | 35-37 5-10% CO, | 16-24 h i48 h S. aureus, glive
agar . ,

1.2.4. Mikroskopski preparat

* Nalaz kod oralne kandidijaze — u preparatu videne blastokonidije kvasaca/u
preparatu nisu videne blastokonidije kvasaca

1.2.5. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike

* ldentifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike provodi se sukladno Odbora za pracenje
rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i smjernicama
EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

» Candida spp.se rutinski identificiraju do razine Candida albicans/Candida non
albicans, a potrebu za identifikacijom do razine vrste i osjetljivoS¢u na
antimikotike potrebno je procijeniti za pojedinane pacijente u dogovoru s
kliniCarem

1.2.6. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz:

» kliniCki znacajni mikroorganizmi nisu izolirani ili
porasla je mijeSana mikrobiota usne Supljine
» sterilno

Pozitivan nalaz:

* mikroorganizmi navedeni u Tablici 2, u sluaju bakterija s antibiogramom



1.3. BRIS NOSA

1.3.1. Uvaod

Vecina bakterija na koZi i sluznici nosa predstavlja kolonizaciju. Kolonizacija nosa
bakterijom S.aureus povecava rizik stafilokoknih infekcija, a posebice infekcija
postoperativnih rana ili infekcija vezanih uz dijalizni kateter. Kolonizacija je povezana
i s uCestalim infekcijama koze, kao i s bolni¢kim infekcijama.

Bris nosa se uzima (1,5,11):

* u svrhu detekcije kliconoStva S. aureus prije kardiokirurskog zahvata i kod
tvrdokornih piodermija

* u svrhu detekcije kliconoStva MRSA kod kontrole MRSA epidemije na
rizi€nim odjelima

» kod rijetkih infekcija rinosklerome koje uzrokuje Klebsiella rhinoscleromatis
* kod rijetkih infekcija ozene koje uzrokuje Klebsiella ozaenae

Na uputnici mora biti naveden uzro €nik koji se trazi! Ako tog podatka nema,
potrebno je nazvati klini¢ara koji je ordinirao pretragu i razjasniti svrhu uzimanja
uzorka te, u odsutnosti indikacije i u dogovoru s klini€arem odbaciti uzorak.

1.3.2. Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

» Sterilnim pamucnim Stapi¢em za bris, prethodno navlazenim u sterilnoj
fizioloSkoj otopini, potrebno je uzeti uzorak rotiranjem u obje nosnice

» Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguée
* Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transportnom mediju (Stuart, Amies) do 24 h na ST od uzimanja
uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4C, do 24 h od uzimanja uzorka



1.3.3. Kultivacija

Tablica 3. Kultivacija brisa nosa

krvni agar +/-
S. aureus - 16-24 h | =216 h; MS
Kliconoitvo l(\ﬁl/lasn)nltm Salt 35-37 aerobno MS 48h | nakon 48h S. aureus
krvni agar
+
selektivne 16-24 h >16 h
MRSA MRSA podloge selektiv ;elektivne
: = hranjivi bujon s | 35-37 aerobno ne MRSA
kliconostvo podloge
2.5% NacCl + podloge nakon 48h
subkultivacija 48 h
na selektivne
MRSA podloge
U rijetkim slu€ajevima dodati:
Rinosklerom | MacConkey K.rhinoscleromatis
a/ozena agar (MC) 35-37 aerobno 16-24 h =16 h K 0zaenae

1.3.4. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike

» ldentifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se u skladu sa smjernicama
Odbora za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske
(AMZH) i (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
smjernicama EUCAST-a

» Kod pretrazivanja kliconoStva radi se antibiogram, ali se naj¢eS¢e ne izdaje
(ovisno o dogovoru s klini¢arem)

* Mikroorganizme s neobic¢nom ili neoCekivanom rezistencijom (npr. VRSA),
laboratorijskim i klinickim nejasno¢ama potrebno je poslati u odgovarajuci
referentni laboratorij



1.3.5. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz ovisno o tome koji se uzrocénik trazio:

» S. aureus nije izoliran/MRSA nije izoliran
» Kilebsiella rhinoscleromatis/ozenae nije izolirana

Pozitivan nalaz:

* S. aureus bez antibiograma uz opasku*

* S.aureus Cesto kolonizira sluznicu nosa. O klini¢koj zna¢ajnosti potrebno je
posavjetovati se s lije€nikom mikrobiologom.

* MRSA s ili bez antibiograma (ovisno o dogovoru s klinicarem)

* Klebsiella rhinoscleromatis/ozenae s antibiogramom



1.4. BRIS ZDRIJELA

1.4.1. Uvod

1.4.2.

Najcesci uzroCnik bakterijskog faringitisa je beta-hemoliti¢ki streptokok grupe
A (BHS-A)

Ostale uzroCnike nije potrebno rutinski obradivati, osim na zahtjev klini¢ara
(grupa C i G streptokoka, Arcanobacterium haemolyticum, Corynebacterium
diphtheriae, Corynebacterium ulcerans, Neisseria gonorrhoeae) (7,12)

Vincentova angina ili akutni nekrotizirajuéi ulcerativni gingivitis stanje je
karakterizirano faringitisom i teSkom upalom zubnog mesa, a uzrokovano je
anaerobnim fuziformnim Stapi¢ima i Borrelia vincentii. Dijagnoza se postavlja
na temelju kliniCke slike i Gram preparata.

Lemierreovu bolest uzrokuje Fusobacterium necrophorum, rjede druge vrste
iz roda Fusobacterium. Klini¢ki uzorak je hemokultura.

Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

Bris je potrebno uzeti pamucnim Stapicem, tako da se pobriSe straznja stjenka
orofarinksa te obje tonzile ili oba nep€ana luka, pazeéi da pritom ne
dodirujemo jezik ili bukalnu sluznicu

Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce
Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transporthnom mediju (Stuart, Amies) do 24 h na ST od uzimanja
uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4<C, do 24 h od uzimanja uzorka



1.4.3. Kultivacija

Tablica 4. Kultivacija brisa zdrijela

grlobolja . 100 i

faringitis kivniagars | g5 g7 | 5-10% ) 40-48 | nakon24h | g g o
2. ovcjom krvi CcO, h i48 h

tonzilitis

U specificnim sluCajevima:*

membranozni .

L i nakon 24 h | toksigene
fetlrtlgsglr?/éo:\zmtls Eecl)l}/rli?ni agar | 3937 aerobno ﬁ4'48 i C. diphtheriae i
P . 9 48 h C. ulcerans
inozemstvo

¢okoladni
gonoreja agar

A za gonokok ) 5-10% 40-48 N. gonorrhoeae

N. meningitidis | |0} tioni 35-37 Co, h =40h N. meningitidis
izvor ili kontakt N .

cokoladni

agar
tonzilitis, : 5-10% 40-48 .
faringitis i osip krvni agar 35-37 CO, h 248 h A. haemolyticum
dijabetes
imunosuprimirani | Sabouraud 35.37 aerobno 40-48 > 40 h gliive
oralna agar h
kandidijaza

* U dogovoru s klini¢arem ili ako je specifi¢ni uzro¢nik naznacen na uputnici

1.4.4. Identifikacija patogena i testiranje osjetl]

ivosti na antibiotike

* ldentifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se u sukladno smjernicama Odbora
za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i
smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing)



1.4.5. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz:

* BHS-A nije izoliran
* Ovisno o trazenom uzroCniku iz Tablice 4: “Trazeni uzro¢nik” nije izoliran

Pozitivan nalaz:

* lzdati BHS-A s antibiogramom
* Trazeni mikroorganizam iz Tablice 4 s antibiogramom

* Pozitivan nalaz na N. gonorrhoeae/meningitidis te Corynebacterium
diphtheriae/ulcerans potrebno je odmah javiti lije  €niku telefonom, i prije
nego $to je nalaz s antibiogramom zavrsen!
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1.5. BRIS NAZOFARINKSA

1.5.1. Uvod
Bris nazofarinksa uzima se samo za indikacije spomenute u tablici 1:

pertusis
difterija
streptokokni faringitis u male djece

meningokokno kliconoStvo

Bris nazofarinksa se ne bi trebao rutinski obradivati kod sumnje na upalu srednjeg
uha, sinusitisa ili infekcija donjeg dijela diSnog sustava (1,6,8,10,11,15).

Na uputnici je potrebno nazna ¢iti trazeni patogen.

1.5.2. Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

1.5.2.1. Bris nazofarinksa na B. pertussis i B. parapertussis

Osim kultivacije brisa nazofarinksa, bordetele je moguce detektirati i PCR-om
i do 60 dana nakon pojave simptoma, a serologija se provodi ako kasalj traje
=2 tjedna

Uzorak za bakterioloSku obradu potrebno je uzeti Sto prije nakon pojave
simptoma - najkasnije do 4 tjedna nakon pojave simptoma, ako nije zapoceto
antimikrobno lijecenje.

U svrhu pravilnog prikupljanja uzorka potrebno je koristiti najlonski (Dacron)
brisni Stapic¢ kojim horizontalno, prateéi nosni hodnik, dodemo do straznjeg
nazofarinksa te ga izvu¢emo nakon cca 5 s ili $to je dulje moguce, da se
sekret iz straznjeg nazofarinksa upije (B. pertussis ima bolji afinitet za
najlonski Stapi¢ nego obic¢an pamucni, a on je ujedno i manje inhibitoran za
PCR) (1,5,6).

Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce

Bris je potrebno transportirati u transportnom mediju (Regan-Lowe) na ST do
24 h (6)
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1.5.2.2. Bris nazofarinksa na difteriju, meningokok i BHS-A

» Obic¢ni tanki bris uvodi se horizontalno, pratec¢i nosni hodnik, do straznje
stjenke nazofarinksa te bris izvu¢i nakon 5 s (ili to je dulje moguce)

» Daljnji postupak s brisom isti je kao kod brisa zdrijela (vidi pod 1.4.2)
1.5.3. Kultivacija
1.5.3.1. Kultivacija brisa nazofarinksa na bordetel e

Tablica 5. Kultivacija brisa nazofarinksa na bordetele

hripavac Bordet-Gengou/ 35 aerobno - 4di B. pertussis
Ipertusis Regan-Lowe vlazno 7d B. parapertussis

» Ploce je potrebno staviti u aerobnu vlaznu atmosferu na temperaturu od 35 T (temperatura
od 37 T ne dozvoljava rast mnogim sojevima B. pertussis) (1).

1.5.3.2. Kultivacija brisa nazofarinksa na difterij  u, meningokok i BHS-A
* jednaka je kultivaciji brisa Zdrijela na spomenute patogene (Tablica 4)

1.5.4. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike
* ldentifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se sukladno smjernicama Odbora
za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i
smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)

1.5.5. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz: “Trazeni mikroorganizam” nije izoliran

Pozitivan nalaz: “TraZeni mikroorganizam” s antibiogramom

» Pozitivan nalaz trazenog patogena potrebno je javit i telefonom lije €niku,
i prije nego $to je nalaz zavrSen!
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1.6. BRIS UHA

1.6.1. Uvod

Uzro¢nici upale srednjeg uha i zvukovoda bitno se razlikuju te ¢e obrada brisa uha
kod ova dva razli€ita kliniCka entiteta biti prikazana odvojeno.

1.6.2. Obrada brisa uha kod upale vanjskog zvukovod a

Infekcija vanjskog zvukovoda slici bilo kojoj infekciji koze i mekih ¢esti. UzrocCnici
upale zvukovoda uklju€uju sljedece mikroorganizme:

* Akutna upala : Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, BHS-A, Vibrio
alginolyticus

» Kroni €na upala : kandida, plijesni, mikobakterije, nokardija

o “plivaCevo uho” — P. aeruginosa, S. aureus, anaerobi u polimikrobnim
infekcijama

o maligni otitis externa (uglavnom u dijabeti€ara, imunokompromitiranih)
- naj¢esSce uzrokovan P. aeruginosa

1.6.2.1. Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

» Sterilnim pamucénim brisom, prethodno navlazenim u sterilnoj fizioloSkoj
otopini, pobrisati vanjski kanal pri Cemu treba bris rotirati

* Prije uzimanja brisa odstraniti eventualne kruste fizioloSkom otopinom

» Ukoliko sumnjamo na gljivicnu infekciju, strugotine koze su bolji uzorak od
brisa

» Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce
* Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transporthnom mediju (Stuart, Amies) do 24 h na ST od uzimanja
uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4<C, do 24 h od uzimanja uzorka
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1.6.3. Obrada brisa uha i teku €ine dobivene timpanocentezom kod upale
srednjeg uha

NajCes¢i uzrocCnici upale srednjeg uha su virusi. Najc¢esSci bakterijski uzro€nici upale
su S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis. Rjedi uzroCnici upale srednjeg uha
uklju€uju Alloiococcus otitidis, S. aureus, BHS-A i enterobakterije. Kroni¢nu upalu
srednjeg uha naj¢esS¢e uzrokuju S. aureus/MRSA, Pseudomonas spp. i anaerobi.

1.6.3.1. Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

» Bris nazofarinksa nije adekvatan uzorak za dijagnos  tiku upale srednjeg
uha!

» Adekvatan uzorak za dijagnostiku upale srednjeg uha je sadrzaj iz srednjeg
uha kojeg je moguce dobiti ili timpanocentezom ili obriskom nakon spontane
perforacije bubnjica

» Aspirirati iglom sadrzaj iz srednjeg uha

» Ukoliko je doslo do perforacije bubnji¢a i tekuc¢ina spontano curi, potonju je
potrebno pokupiti sterilnim brisom

» Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije mogucée
* Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transportnom mediju (Stuart, Amies) do 24 h na ST od uzimanja
uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4<C, do 24 h od uzimanja uzorka
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1.6.4. Kultivacija

Tablica 6. Kultivacija uzoraka iz uha

Otitis externa
Pseudomonas
krvni agar aeruginosa
otitis externa . . 5-10 % BHS-A
gol;(r)ladnl 35-37 Co, 40-48 h | dnevno S aureus
g Vibrio
alginolyticus
U sluéaju kroni¢ne infekcije dodati:
MacConkey Pseudomonas
Kroni &ni otitis agar 35-37 aerobno 16-24h | 216 h spp.
externa enterobakterije
asggf”ra”d 35.37 aerobno | 40-48 h | 240 h gliive
U specifi¢nim slu€ajevima dodati:
“plivacevo uho” | krvni agar 35-37 3\rjjae?ir0bn| 48 h 240 h anaerobi
Otitis media
krvni agar : .

Lo Y X 5-10 % bilo koji
Eserzlér?jlgg iz ;gl;cr)ladm 35-37 Co, 7d dnevno mikroorganizam*
uha/bris iz anaerobni 240 h
srednjeg uha krvni agar 35-37 uvjeti 7d dnevno anaerobi

* Svaki mikroorganizam koji poraste na plo¢i smatra se znacajnim, jer je rije¢ o invazivnom uzorku i
primarno sterilnom materijalu, potrebno je obratiti paznju na moguc¢nost kontaminacije koznom
mikrobiotom zvukovoda
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1.6.5. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike

* ldentifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se sukladno smjernicama Odbora
za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i
smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)

1.6.6. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz:

» Sterilno
» Kilini¢ki znac¢ajne bakterije nisu izolirane

Pozitivan nalaz:

* Mikroorganizam iz Tablice 6 s antibiogramom

* lzolaciju zna €ajnog mikroorganizma potrebno je javiti telefonom
lije €niku i prije nego Sto je nalaz zavrSen!
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1.7. ASPIRAT SINUSA

1.7.1. Uvod

Etiologija sinusitisa ovisi 0 patogenezi i moze se podijeliti na sljedece klini¢ke

entitete (1,10,11).

e Akutni sinusitis:

o lzvanbolni éki

= Uzrokovan virusima, bakterijama, gljivama ili mijeSane
(bakterijska i virusna) infekcije

= NajCeSc¢i bakterijski uzrocnici ukljucuju:

o Bolni éki

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae

streptokoke “anginosus’” grupe (Streptococcus
anginosus, Streptococcus constellatus i Streptococcus
intermedius)

ostale a-hemoliticke streptokoke
beta-hemolitiCke streptokoke grupe A
Staphylococcus aureus

Moraxella catarrhalis (CeSc¢a u djecjoj dobi)

anaerobe (rijetko u djece)

= Nakon traume glave ili prolongirane nazotrahealne/
nazogastricne intubacije: S. aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Proteus mirabilis, ¢esto polimikrobna infekcija

= U imunokompromitiranih pacijenata: Pseudomonas aeruginosa,
plijesni iz roda Aspergillus (uglavnom Aspergillus flavus),
Rhizopus i Mucor, Sporothrix schenkii i Scedosporium
apiospermum, Candida spp. i Cryptococcus neoformans

o Alergijski — alergijskom sinusitisu ¢esto prethodi alergijski rinitis, i

simptomi (zaCepljenost, iscjedak i gubitak osjeta njuha) su zajednicki
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1.7.2.

1.7.3.

18

Kroni €éni sinusitis:

0 moze se javiti kao postoperativha komplikacija, a moze biti vezan i uz
urodeni sindrom imunodeficijencije ili uz nosne polipe

o etiologija ukljuuje: S. pneumoniae, H. influenzae, streptokoki
“anginosus” grupe, M. catarrhalis, S. aureus, Pseudomonas spp,
anaerobi kao Peptostreptococcus spp., Propionibacterium spp.,
Fusobacterium spp., Prevotella spp. te ostale anaerobne gram-
negativne bakterije

Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

Bris nazofarinksa nije adekvatan uzorak za dijagnos  tiku sinusitisa!
Adekvatan uzorak je aspirat ili ispirak sinusa , dobiven punkcijom sinusa
Uzorak uzima lije¢nik specijalist ORL

Minimalna koli¢ina uzorka je 1 ml; veca koli¢ina gnojnog materijala odrzat ¢e
anaerobe dulje vijabilnima

Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce (anaerobe je
posebno tesko kultivirati, ukoliko je transport zakasnjeo)

Ako je obrada odgodena, uzorci se mogu pohraniti na sobnoj temperaturi (ST)
ilina+4°Cdo 24 h

Mikroskopski preparat

Sluzavi uzorak — sterilnom ezom odabrati gnojan/krvav dio uzorka, razmazati
ga po predmetnom stakalcu te obojati po Gramu

Vodenasti uzorak — potrebno je najprije centrifugirati, staviti kap sedimenta na
stakalce te obojati po Gramu



1.7.4. Kultivacija

Tablica 7. Kultivacija uzoraka iz sinusa

B-hemoliticki
streptokoki
enterobakterije
H. influenzae
M.catarrhalis

Ifrvm agar 35-37 5-10% 40-48 h | dnevno Pseudomonas
¢okoladni agar CO, spp.
inusiti S. aureus
sinusitis S. anginosis
grupa

S. pneumoniae

anaerobni 248 h

krvni agar 35-37 wvjeti 5-7d dnevno anaerobi
30i 240 h .

Sabouraud agar 35.37 aerobno 5d dnevno gljive
U specificnim slucajevima:
ukoliko
mikroskopski enterobakterije
postoji sumnja MacConkey agar | 35-37 aerobno 16-24h | =216 h Pseudomonas
na mijeSanu Spp.
infekciju

* Prije kultivacije preporuca se prethodna obrada uzorka — mukoidni uzorci N-
acetyl L-cisteinom, vodenasti uzorci centrifugiranjem (10)
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1.7.5. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike

» Identifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se sukladno smjernicama Odbora
za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i
smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)

1.7.6. Izdavanje nalaza

Mikroskopski preparat — opisati jesu li videni polimorfonukleari (PMN) i
mikroorganizmi (bakterije, prisutnost hifa, kvasaca)

Negativan nalaz:

» Kilini¢ki znacajne bakterije nisu izolirane/izolirana je mijeSana flora gornjih
diSnih puteva

e Sterilan

Pozitivan nalaz:

* Mikroorganizam iz Tablice 7 s antibiogramom

» Kilini €ki zna éajan mikroorganizam potrebno je javiti telefonom li jeéniku, i
prije nego Sto je nalaz zavrSen!!!
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1.8. BRIS OKA

1.8.1. Uvod

Infekcije oka dijele se na slijedece entitete (1,9,17):

Konjunktivitis — upala konjunktiva moze biti akutna ili kroni¢na i naj¢eSce ju
uzrokuju virusi. Od bakterijskih uzro€nika najcesci su:

= S. aureus

= Streptococcus pneumoniae
= Haemophilus influenzae

= Moraxella catarrhalis

= Neisseria gonorrhoeae

= Chlamydia trachomatis*

= Ostali rjedi uzrocCnici su streptokoki grupe A, C i G, Neisseria
cinerea, P. acnes, Moraxella spp., ostali gram-negativni Stapici,
anaerobi kao Eubacterium spp. i Peptostreptococcus spp.,
Neisseria meningitidis
Neonatalne infekcije najéeS¢e uzrokuju: N. gonorrhoeae,
Haemophilus parainfluenzae, hemoliti¢ki streptokok grupe B,
enterokok, enterobakterije kao Klebsiella pneumoniae i Proteus
mirabilis, te Pseudomonas aeruginosa

Blefaritis — upala vjeda koju naj¢eSce uzrokuju S. aureus, S. epidermidis,
Corynebacterium spp.

o blefarokonjunktivitis je infekcija konjunktive i vieda zajedno

Keratitis — upala roznice vrlo je ozbiljno stanje koje moze dovesti do
perforacije i sljepoce. Predisponirajuci faktori su prijasSnja bolest oka, noSenje
kontaktnih le¢a, uporaba topickih kortikosteroida. Upala moze biti uzrokovana
velikim brojem bakterija, gljiva i parazita: stafilokoki, streptokoki,
Pseudomonas spp. (vezana uz noSenje kontaktnih le¢a), enterobakterije,
Acanthamoebae**, Aspergillus, Candida, Fusarium

* Dijagnostika se zasniva na molekularnim i serolosSkim metodama koje nisu obuhvaéene ovim
smjernicama
** ParazitolosSka dijagnostika nije obuhvacena ovim smjernicama
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» Endoftalmitis — upala prednjeg i straznjeg segmenta oka, staklastog tijela i
ocnih sobica. Dijeli se na egzogeni koji je ¢eS¢i i nastaje nakon traume ili
operacija te endogeni (metastatski) koji se Siri hematogenim putem. NajceSci
uzroCnici egzogenog endoftalmitisa su gram pozitivni koki (>90%) i to
koagulaza negativni stafilokoki (S. epidermidis), S. aureus te streptokoki.
Medu gram-negativnim bakterijama, najées¢i uzro€nici su Pseudomonas
aeruginosa, H. influenzae i Proteus spp. Endogeni endoftalmitis je naj¢es¢e
gljiviéna infekcija (>50%), sa Candida albicans i Aspergillus spp. kao vodecim
uzroCnicima. Od bakterija na prvom mjestu je S. aureus, te streptokoki i gram-
negativne bakterije. Rjedi bakterijski uzrocnici su Bacillus spp., Clostridium
spp., Nocardia spp., Actynomyces spp. te Mycobacterium tuberculosis.

¢ Orbitalni celulitis

— nastaje nakon traume, operacije ili nakon infekcije

paranazalnih sinusa. Rije€ je 0 ozbiljnoj infekciji koja moze uzrokovati
sljepocu, septiCku trombozu kavernoznog sinusa i intrakranijske infekcije.
NajCeS¢i uzroc€nici su S. aureus, streptokoki i anaerobi. U djece H. influenzae
je i dalje naj¢eS¢i uzroc€nik, ali kapsulirani sojevi (tip B) su rijetki.

Bris oka je €esto kontaminiran normalnom mikrobiotom koze (1,9,11).

Tablica 8. OCekivani patogeni i vjerojatni kontaminanti u uzorcima oka (1)

S. aureus,
Streptococcus pneumoniae,

keratitis/strugotina
roznice

Moraxella spp.,
S. aureus, viridans
streptokoki

Propionibacterium
acnes, viridans
streptokoki

Bakterijski Haemophilus influenzae Koagulaza P. aeruginosa i
konjunktivitis/bris . ' negativni stafilokoki | enterobakterije u
konjunktive Mo_raxel_la catarrhalis, (KNS) imunokompromitiranih

Neisseria gonorrhoeae,

BHS-A

enterobakterije,
P. aeruginosa _ o H. i_nfluenzae, C_:andida
. Y KNS, difteroidi, albicans, Fusarium

Bakterijski S. pneumoniae,

spp., meningokok,
gonokok,
Acanthamoeba spp.,
Bacillus spp. (nositelji
leca)

S. aureus, S. pneumoniae,

Corynebacterium spp.

Orbitalni H. influenzae (djeca ispod 5 Trauma — mijeSana
celulitis/aspirat ili godina), P. aeruginosa, KNS, difteroidi kultura aeroba i
bioptat BHS-A, gram-negativni anaeroba

Stapici
Blefaritis/bris vie de S. aureus, S. epidermidis, KNS, difteroidi P. acnes

* Navedeni uzrocnici najéeSce predstavljaju kontaminaciju, no ako se izoliraju u ponavljanim uzorcima
u Cistoj kulturi, mogu imati klinicki znacaj
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1.8.2.

Prikupljanje, transport i pohrana uzorka

Bris na klamidiju i viruse potrebno je uzeti prije nego Sto je instiliran topicki
anestetik u oko

Uz bilo koji uzorak uzet invazivnom metodom, potrebno je poslati i bris
konjunktive kako bi se lakSe razlu€io patogen (prisutan samo u invazivhom
izolatu) od kolonizacije (uzro€nik prisutan u oba uzorka)

Obavezno uzeti uzorke oba oka zasebnim brisevima
Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce
Bris je potrebno transportirati na jedan od sljedecih nacina:

0 bez transportnog medija na sobnoj temperaturi (ST) do 2 h od
uzimanja uzorka

0 u transportnom mediju (Stuart, Amies) do 24 h od uzimanja uzorka

o ako nema transportnog medija, manje povoljna ali prihvatljiva opcija je
uzorak pohraniti i transportirati na +4C, do 24 h od uzimanja uzorka

Konjunktivitis — bris uzeti sterilnim Stapi¢éem navlazenim u sterilnoj fizioloskoj
otopini. Prvim brisom potrebno je pokupiti sluz i odbaciti ga. Drugim brisom
potrebno je obrisati konjunktivu, pazeci pritom da se ne dotakne kozni dio
vjede.

0 potrebno je uzeti dva brisa, za lijevo i desno oko

Blefaritis — bris uzeti sterilnim navlazenim Stapi¢em kojim se prede preko
vjede

Keratitis — nakapati topiCki anestetik pa sastrugati posebnom Spatulom rub
ulceracije; uzeti 3-5 strugotina sa svakog oka

Endoftalmitis — uzeti aspirat vitrozne tekuéine ili u€initi paracentezu prednje
ocne sobice

o0 paralelno uzeti i bris konjunktive (zbog procjene znacajnosti uzrocnika)
Celulitis — aspirat ili bioptat rane, potrebno je uzeti i hemokulture

Dakrioadenitis — brisom pokupiti purulentni iscjedak; nije potrebno aspirirati
iglom lakrimalnu Zlijezdu

Dakriocistitis — pritiskom na lakrimalnu vrecicu prikupiti eksudat aspiracijom;
uz to uzeti i bris konjunktive
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1.8.3. Kultivacija

Tablica 9. Kultivacija uzoraka iz oka (9)

H. influenzae
streptokoki grupe
ABCIiG
Blefaritis Moraxella spp.

) . . . N. gonorrhoeae*
- 0, -
konjunktivitis krvni/€okoladni 35.37 5-10% 40-48 dnevno N. meningitidis

red eye agar CO, h P. aeruginosa
S. aureus

S. pneumoniae
KNS**
korinebakterije**

U specifi¢nim slu€ajevima:
Gonokokna infekcija 5-10% 40-48

neonatusi Cokoladni agar | 35-37 CO, h 240 h N. gonorrhoeae
Imunokompromitirani | Sabouraud 40-48 i,

kronicni blefaritis agar 28-30 | aerobno | 240 h gliive

Orbitalni celulitis 40-48 240 h anaerobi

nakon operacije, krvni agar 35-37 | anaerobno | h =40 hina aktinomicete
traume 10d 7dilod

* Indikacija za pretragu u dogovoru s klini¢arem ili uz posebnu naznaku na uputnici
** U konzultaciji s klini¢arem, samo kod blefaritisa. Kako se radi o ¢estim kontaminantima, potrebno je uzeti u
obzir samo C€istu kulturu u dva uzastopno uzeta brisa
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1.8.4. Identifikacija patogena i testiranje osjetlj  ivosti na antibiotike
» Identifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se u skladu sa smjernicama
Odbora za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske
(AMZH) i smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing)

» Candida spp. se rutinski identificiraju do razine Candida albicans/Candida non
albicans, a potrebu za identifikacijom do razine vrste i osjetljivos¢u na
antimikotike potrebno je procijeniti za pojedinacne pacijente, u dogovoru s
kliniCarem

1.8.5. Izdavanje nalaza

Negativan nalaz:

» Kklini¢ki znacajni mikroorganizmi nisu izolirani
» sterilno

Pozitivan nalaz:

* mikroorganizam iz Tablice 8 s antibiogramom
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2. DONJI DISNI SUSTAV

2.1. UVOD

Infekcije donjeg dijela diSnog sustava obuhvacéaju pneumoniju (upalu plu¢nog
parenhima), bronhitis ( upala bronhijalnog stabla), bronhiolitis (upala u malim
diSnim putevima, bronhiolima), apsces plu éa (kolekcija gnoja u pluénom
parenhimu), empijem ( nakupina gnoja u pleuralnom prostoru) te cisti €nu fibrozu
(nasljednu bolest u kojoj viskozni sekret u diSnim putevima uzrokuje trajnu upalu).

Veliku vaznost u dijagnostici infekcija donjeg dijela diSnog sustava imaju adekvatno
prikupljeni uzorci koji moraju potjecati iz donjeg dijela diSnog sustava i Sto manje biti
kontaminirani mikrobiotom iz gornjeg dijela diSnog sustava (1,11,15).

U uzorcima iz donjeg dijela diSnog sustava cesto je prisutan veci broj razlicitin
bakterijskih vrsta te je ponekad teSko razlikovati kolonizaciju od prave infekcije.

Veliku pomo¢ pri odredivanju adekvatnosti primarno nesterilnih uzoraka, poput
sputuma i endotrahealnog aspirata (ETA), ima upravo preparat po Gramu koji mora
zadovoljiti odredene kriterije:

» Veliki broj autora temelji procjenu kvalitete uzorka na broju epitelnih stanica
(ES) i/ili polimorfonuklearnih neutrofila (PMN) po vidnom polju
(procijenjeno mikroskopiranjem 10 vidnih polja) pod malim povec¢anjem
(10x10) (13); pritom se adekvatnim uzorkom naj¢eS¢e smatra <10 ES i >25
PMN u jednom vidnom polju

* Nekim autorima je kriterij za odbacivanje uzoraka omjer neutrofila i epitelnih
stanica . Pri tome se adekvatnim uzorkom smatra omjer PMN:ES>2:1.
Prednost koriStenja omjera PMN/ES moguénost je kompenzacije
neravnomjerne distribucije stanica prilikom izrade preparata, odnosno,
debljine preparata (14)

» Veliki broj epitelnih stanica u pravilu zna¢i kontaminaciju orofaringealnim
sekretom, a mikroorganizmi fagocitirani u PMN videni u gram preparatu
indikativni su za infekciju

» Kod imunosuprimiranih osoba potrebno je uzeti u obzir moguéu neutropeniju
koja Ce utjecati i na broj PMN u uzorku iz respiratornog trakta

* Minimalni kriterij za neadekvatnost uzorka je broj ES>10 po vidnom
polju (10x10 pove éanje)!
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2.1.1. Etiologija infekcija donjeg dijela diSnog su stava
* Pneumonija:
0 izvanbolni €ka pneumonija
= S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis
= S.aureus (nakon influence ili hematogenog rasapa)

= Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Legionella
pneumophila*

= Klebsiella pneumoniae (teSka nekrotiziraju¢a pneumonija u
alkoholi¢ara i beskucnika)

= enterobakterije su rijetki uzro€nici izvanbolni¢ke pneumonije

o Bolni éka pneumonija
= P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, enterobakterije, MRSA
= Gljivine infekcije — Aspergillus spp., Pneumocystis jirovecii*

» Candida spp. vrlo rijetko uzrokuju infekciju donjeg dijela
diSnog sustava (eventualno u sklopu hematogenog
rasapa), a ¢esto koloniziraju sluznicu diSnog sustava

* Apsces plu éa: S. aureus, K. pneumoniae, Streptococcus anginosus grupa (u
infektivnom endokarditisu), Burkholderia pseudomallei, Fusobacterium
necrophorum (Lemierrova bolest)

» Cisti éna fibroza: S. aureus, H. influenzae, S. pneumoniae, P. aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia

* Dijagnostika se zasniva na molekularnim i seroloSkim metodama koje nisu obuhvaéene ovim
smjernicama
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2.2. UZORCI IZ DONJEG DIJELA DISNOG SUSTAVA

Uzorci iz donjeg dijela diSnog sustava uglavnom se prikupljaju invazivnim
metodama. Jedina neinvazivna metoda uzorkovanja je ekspektorirani sputum. To je i
naj¢eS¢i uzorak donjeg dijela diSnog sustava koji se Salje u laboratorij.

2.2.1. Iskasljaj (sputum)

2.2.2.

2.2.3.

28

Ekspektorirani iskaSljaj — Uzorak je najbolje dati ujutro, nakon budenja.
Bolesnik ne bi trebao ispirati usta nesterilnom vodom prije davanja iskasljaja
zbog moguce kontaminacije. Iskasljaj ne bi trebao sadrzavati slinu ili nazalni
iscjedak. Potrebno je duboko udahnuti nekoliko puta te se iskaSljati u sterilnu
posudu s navojem. Potrebna koli¢ina uzorka je 22 ml (minimalno 1 ml).

Inducirani iska$ljaj — Ukoliko se bolesnik ne moZze spontano iskasljati,
inhalira se 10-20 min sa zagrijanom fizioloSkom otopinom (FO) ili
hipertoni€énom otopinom (3-15%) soli. Inducirani sputum se nije pokazao
posebno korisnim, osim za detekciju P. jirovecii i M.tuberculosis (1).

Endotrahealni aspirat (ETA)

Kod intubiranih bolesnika, sterilnim kateterom aspirira se endotrahealni
sadrzaj. Kontaminacija uzorka je moguca, jer se sekret iz usne Supljine moze
cijediti uz endotrahealni tubus.

ETA ne bi trebalo uzimati, ukoliko bolesnik nema Kkl ini €ki suspektnu
pneumoniju, jer se traheostoma kolonizira 24 h nako  n insercije te je
klini €ku zna €ajnost izoliranih mikroorganizama tesko interpretir ati!

Uzorci dobiveni bronhoskopijom

lako su uzorci uzeti invazivnom metodom, moguca je kontaminacija
mikrobiotom usne Supljine.

Bronhoalveolarni lavat (BAL) — segment pluca ispire se sterilnom FO nakon
uvodenja fleksibilnog bronhoskopa. Dobiveni uzorak je iz distalnih bronhiola i
alveola, ciljano iz podrucja zahvaéenog infekcijom. Potrebno je uzeti najmanje
1 ml uzorka.

Ispirak bronha — uzorak se dobiva iz glavnih disSnih puteva (kao i u ETA)

Aspiracija €etkicom (protected specimen brush, PSB) — prikupljanje
stani¢nih materijala (najbolji uzorak za virusolosku i citoloSku analizu)



2.2.4.

Primarno sterilni uzorci

Aspirat plu ¢éa — iglom je potrebno uci kroz prsni koS u pluéni infiltrat uz
pomo¢ CT-a, uzorak poslati u Sprici

Transtrahealni aspirat — iglom Sirokog promjera s kateterom potrebno je uéi
kroz krikotiroidni prostor u traheju, nakon ¢ega se igla izvuce, a kateter
zaostane. Spricom koja je priévrdéena na kateter moguée je aspirirati sekret.

Bioptat plu éa — uzorak je potrebno poslati u sterilnoj posudici bez formalina

Pleuralna teku €ina — postupak uzimanja mora biti izveden po nacelima
antisepse. Uzorkuje se Spricom i iglom te je potrebno uzeti Sto viSe materijala.
Dobiveni materijal potrebno je staviti u transportnu podlogu za anaerobe, a
dio materijala ostaviti u Sprici i donijeti u laboratorij kako bi se napravio
mikroskopski preparat.

2.3. TRANSPORT | POHRANA UZORAKA

2.3.1.

2.3.2.

Primarno nesterilni uzorci (iskasljaj, ETA, BAL)
Uzorke je potrebno transportirati i obraditi Sto je prije moguce

Uzorci se dostavljaju u sterilnoj posudi s navojem od 15 mlna ST do 2 h od
uzimanja ilina +4°C do 24 h

Primarno sterilni uzorci

Uzorke je potrebno dostaviti u laboratorij Sto je prije moguce u sterilnoj
posudici s navojem. Do 24 h uzorak moZze stajati na ST, po mogucénosti u
anaerobnom transportnom mediju (16).

Manije koli€ine bioptata potrebno je staviti u nekoliko kapi sterilne fizioloSke
otopine (FO) kako bi se zadrzala vlaznost tkiva
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2.4. KRITERIJI ZA ODBACIVANJE UZORAKA

24.1.

a)
b)
c)

d)
e)

f)

g)

2.4.2.
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U svrhu postavljanja dijagnostike infekcije donjeg respiratornog trakta,
potrebno je odbaciti sliede ¢€e uzorke:

uzorke uzete u intervalima kra¢im od 48 h

24-satni sputum

neadekvatni sputum i endotrahealni aspirat, procijenjeno prema Gram
preparatu (vidi 2.4.2)

nazalne ispirke, aspirate, briseve nazofarinksa i nosnica

bris Zdrijela

uzorke za anaerobno nasadivanje (osim transtrahealnog aspirata, uzoraka
dobivenih biopsijom, pleuralne tekucéine)

uzorkei koji su u transportu viSe od 2 h, a bez pravilne pohrane, naznaciti da
su moguci kompromitirani rezultati zbog neprikladnog transporta

Mikroskopski preparat iskaSljaja, BAL-a, ETA

Mukoidni uzorak — sterilnom ezom odabrati gnojan/krvav dio uzorka,
razmazati po predmetnom stakalcu te obojati po Gramu (1)

Nemukoidni (teku €i) uzorak — kap sedimenta prethodno centrifugiranog
uzorka staviti na stakalce i obojati po Gramu (1)

Mikroskopirati pod povecanjem 10x10

U nalazu je potrebno izvijestiti o broju ES (<10, 10-25, >25), PMN (<10, 10-
25, >25) (vidi 2.1) i oznaciti koli€inu i vrstu videnih mikroorganizama (malo,
dosta, puno)

Ukoliko je kod mikroskopiranja sputuma, nakon pregledanih 10 vidnih polja
prosjec¢no u jednom vidnom polju prisutno >10 ES, uzorak je potrebno odbaciti
uz usmeno priopcenje Klini¢aru (16) ili je u komentar nalaza potrebno napisati:
LoSa kvaliteta uzorka. Uzorak potje €e iz gornjih diSnih puteva. Prije
odbacivanja uzorka, kvalitetu uzorka potrebno je procijeniti mikroskopiranjem
uzorka uzetog s tri najsumnijivija (gnojna) mjesta.

Ukoliko se u mikroskopskom preparatu vidi klini¢ki zna¢ajan nalaz (malo ES,
puno PMN, dominacija jedne vrste bakterija fagocitiranih u PMN), nalaz je
potrebno telefonski javiti klini€aru isti dan

Prema nekim autorima, sputum se prije obrade homogenizira s N-acetil L-
cisteinom (NALC) (16)



2.5. KVANTITATIVNO NASA BIVANJE ETA | UZORAKA DOBIVENIH
BRONHOSKOPIJOM

Uzorci kontaminirani mikrobiotom usne Supljine nasaduju se kvantitativho kako
bi se pomoglo u razlu€ivanju kontaminacije i infekcije.

= Uzorak za kvantitativhu obradu se ne centrifugira prije nasadivanja (1).
Ukoliko je uzorak tekuci, nakon nasadivanja centrifugira se za izradu
mikroskopskog preparata (vidi 2.4.2)

= Znaé€ajan broj bakterija (,colony forming units“, CFU u 1 ml):
o ETA 210° CFU/ml
o BAL 210*CFU/mI
o PSB 210°CFU/mI

» Najjednostavnija metoda je nasadivanje kalibriranom ezom (10 pul), kojom se
nasadi 0,01 ml uzorka

Tablica 10. Interpretacija broja poraslih kolonija na ploci pri nasadivanju 10 pl ezom

<10 kolonija na 102 i i i
ploCi

10-99 kolonija 10° + - -
100-899 10° ; . :
kolonija

>1000 kolonija 10° + + +

Ovom metodom oteZano je oéitavanje zna¢ajnog broja za ETA (210°) te se
preporuca nasadivati ETA nakon razrjedivanja uzorka 1:10 ili originalni uzorak
nasaditi ezom od 1 pl. U tom sluéaju >100 kolonija na plo¢i znagi 10° CFU/mI uzorka
Sto je za ETA prag za znacajan porast. Nedostatak nasadivanja s 1 pl ezom je slaba
reprezentativnost tako malog volumena uzorka.

= Broj kolonija u 1 ml uzorka najpreciznije se moze odrediti u 20-rostrukom
razrijedenju uzorka na sljedeci nacin:

- 0.5 ml uzorka razrijedi se s 9.5 ml fizioloSke otopine
- 50 pl razrijedenog uzorka nasadi se na plocu

- Broj poraslih kolonija se oznaCava kako je opisano u tablici 11.
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Tablica 11. Interpretacija broja poraslih kolonija pri nasadivanju 20-rostrukog
razrijedenja uzorka

3 - 24VI§oIonije 10° N ] ]
na ploci
24 - 249 10° + " ]
kolonija
2250 kolonija >10° + + +
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2.6. KULTIVACIJA UZORAKA IZ DONJEG DIJELA DISNOG SU STAVA

Tablica 12. Kultivacija uzoraka iz donjeg dijela diSnog sustava

krvni agar

¢okoladni

agar

BAL i ETA:
bronhitis ?eOdat' MS 5-10%
KOPB ) kvantitativio 35-37 Co, 40-48 h | dnevno Vidi pod 2.7
pheumonija nasaditi na

KA,

MacConkey

agar
U odredenim situacijama, potrebno je dodati:
Klini €ka Dodatni !P kubacija Oéitavanje | Trazeni
slika/indikacija medij 0 gmp Atmosfera |vrijeme | kultura mikroorganizam

MacConkey enterobakterije
bronhiektazije agar 35-37 | aerobno 40-48 h | dnevno Pseudomonas
cisti¢na fibroza spp.
imunokompromitirani | MS agar 35-37 | aerobno 40-48 h | dnevno S. aureus

Sabouraud 35-37 | aerobno 40-48 h | 240 h gljive

agar

. 2d
B. cepacia 35.37 40 h: '
cx o selektivha B. cepacia

cisti¢na fibroza odloaa + aerobno 7d potom kompleks

P 9 5d dnevno P

30
. o1 Sabouraud 240 h .

mikolo3ki agar 35-37 | aerobno 5d dnevno gljive
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2.7.  INTERPRETACIJA NALAZA U UZORCIMA IZ DONJEG DIJ ELA DISNOG
SUSTAVA (1, 15)

1. Obraditi i izdavati u bilo kojem broju
a) BHS-A
b) BHS-B za pedijatrijsku populaciju
c) Bordetella spp. *
d) Streptococcus pneumoniae
e) Haemophilus influenzae
f) S.aureus
g) Francisella tularensis*
h) Yersinia pestis*
i) Neisseria gonorrhoeae*
j) Nocardia spp.
k) Bacillus anthracis*
[) Cryptococcus neoformans
m) plijesni koje imaju patogeni potencijal
*Indikaciju za pretragu dogovoriti s kliniCarem

2. Obraditi i izdavati ako 210* CFU/ml za BAL i 210° CFU/ml za ETA, éak ako i
ne dominiraju u kulturi:
a) Moraxella catarrhalis
b) Neisseria meningitidis
Za bolni €ke pacijente:
c) Pseudomonas aeruginosa
d) Stenotrophomonas maltophilia
e) Acinetobacter spp.
f) Burkholderia spp.

3. Obraditi i izdavati ako 210" CFU/ml za BAL i 210° CFU/ml za ETA samo ako
dominiraju u kulturi:
a) jedna vrsta gram-negativnih Stapi¢a (posebno Klebsiella pneumoniae)
b) Corynebacterium spp. (JIL pacijenti)
¢) Rhodococcus equi (imunokompromitirani)
d) BHS-B (odrasli), C, G

4. Obraditi i izdavati i u broju <10 * CFU/ml za BAL i <10 ° CFU/ml za ETA:
Multiplorezistentni uzrocnici — za potrebe kontrole bolnickih infekcija.

5. Ukoliko je u kulturi prisutno viSe od jedne vrste gram-negativnih Stapi¢a koji ne

ulaze u gore navedene kriterije, u nalazu je potrebno navesti: ,Porasla je
mijeSana kultura gram-negativnih bakterija“.
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6. Ukoliko su u kulturi porasli samo enterokoki i koagulaza-negativni stafilokoki
(KNS), u nalazu je potrebno navesti: “Porasla je mijeSana kultura gram-
pozitivnih bakterija. “

7. Ukoliko su u kulturi porasli viridans streptokoki, nepatogene najserije, KNS,
Haemophilus spp. (ne H. influenzae), enterokoki i kvasnice*, u nalazu je potrebno
navesti: “Porasla je mijeSana mikrobiota gornjih diSnih pute va.”

* Prisutnost Candida spp. moZe se naznaditi kod imunokompromitiranih pacijenata u sklopu
evaluacije ,Candida score" rezultata. U slu¢aju izdavanja Candida spp. u nalazu se
preporuca dodati opasku: ,Kandide su sastavni dio mikrobiote usne Supljine i ne uzrokuju
pneumoniju osim u iznimnim slu¢ajevima.”

2.8. IDENTIFIKACIJA PATOGENA | TESTIRANJE OSJETLJIV OST NA
ANTIBIOTIKE

» Identifikacija se izvodi u skladu s laboratorijskim postupcima za identifikaciju
mikroorganizama

» Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se u skladu sa smjernicama
Odbora za pracenje rezistencije Akademije medicinskih znanosti Hrvatske
(AMZH) i smjernicama EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing)

2.9. 1IZDAVANJE NALAZA UZORAKA 1Z DONJEG DIJELA DISN OG SUSTAVA
Mikroskopski preparat — opisati broj PMN i ES te koli€inu i vrstu mikroorganizama

Negativan nalaz:

» Kklinicki znacajne bakterije nisu izolirane ili izolirana je mijeSana mikrobiota
gornjih disnih puteva

e sterilan

Pozitivan nalaz:

» “Klini€ki zna€ajan organizam”, vidi 2.7/navesti broj bakterija u CFU/ml|

* Obzirom na kriterije za procjenu adekvatnosti uzorka, moguce je u nalazu
izdvoijiti neki od izolata koji zadovoljava kriterije, a ostale navesti na sljedeci
nacin:

o Porasla je mijeSana mikrobiota (gram-negativnih/pozitivnih) bakterija u
kojoj prevladava gore navedeni izolat.
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0 Ukoliko, prema mikroskopskom preparatu ocijenimo da je uzorak
neadekvatan, u komentaru nalaza potrebno je navesti: LoSa kvaliteta

uzorka. Uzorak potje €e iz gornjih diSnih puteva.

Klini €ki zna éajan mikroorganizam potrebno je javiti telefonom li
prije nego Sto je nalaz s antibiogramom zavrSen!

jeéniku, i
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